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Reinigung und Charakterisierung von zwei Peroxidasen 
DypA und DypB aus Rhodococcus opacus 1CP Catleen Conrad 1
Das Bodenbakterium Rhodococcus opacus 
1CP ist für seine Fähigkeit bekannt, organische 
Schadstoffe abzubauen. In meiner Studie lag 
der Fokus auf zwei Genprodukten, den Farbstoff 
abbauenden Peroxidasen DypA und DypB, die 
unter Anwendung von Klonierungs- und Expres-
sionsstrategien mit hohen spezifischen Aktivitä-
ten in reiner Form gewonnen werden konnten. 
Eine umfassende biochemische Analyse zeigte, 
dass beide Enzyme in der Lage sind, Farbstoffe 
unterschiedlicher Klassen, insbesondere jedoch 
die Struktur der als schwer abbaubar geltenden 
Anthraquinone, anzugreifen und zu zerstören. 
Damit empfehlen sie sich als perspektivreiche 
enzymatische Systeme zum Abbau toxischer 
Farbstoffe, beispielsweise in industriellen Ab-
wässern. 1
Farbstoff abbauende Peroxidasen (Dye-decolorizing 
peroxidase); Anthraquinone (anthraquinones); Rhodo-
coccus (Rhodococcus)
Motivation und Hintergrund
Die kürzlich entdeckten Farbstoffe ab-
bauenden Peroxidasen (Dyps, engl. dye-
decolorizing peroxidases) unterscheiden 
sich erheblich von den gewöhnlichen Per-
oxidasen und wurden deshalb einer neuen 
Superfamilie – der hämhaltiger Peroxida-
sen - zugeordnet. Dyps sind beispielsweise 
in der Lage, ein breites Substanzspektrum 
an für die Familie der Pflanzenperoxi-
dasen typischen Substraten abzubauen, 
wie z. B. 2.6-Dimethoxyphenol, Lignin, 
Guaiacol und Veratrylalkohol. Zudem 
reagieren sie mit Farbstoffen unterschied-
licher Molekülstruktur, insbesondere mit 
Anthrachinonen. Diese ungewöhnliche 
Substratspezifität wird durch einen ein-
zigartigen Mechanismus reflektiert, dem 
eine bemerkenswerte Charakteristik der 
beteiligten Struktureinheiten (Primär-, Se-
kundär- und Tertiärstruktur) zu Grunde 
liegt, die für klassische Hämperoxidasen 
untypisch ist. 
Obwohl bisher nur wenige Studien die 
Funktion und die Struktur dieser Proteine 
belegen, scheint es, als ob es sich hier um 
bifunktionale Enzyme mit Hydrolase- oder 
Oxygenase- sowie typischer Peroxidase-
Aktivität handelt. Bis heute sind etwa 230 
dieser sowohl aus Bakterien als auch aus 
Pilzen isolierten Dyps bekannt und in der 
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PeroxiBase-Datenbank registriert. Ihr Vor-
kommen lässt vermuten, dass es sich hier-
bei um phylogenetisch sehr alte Enzyme 
handelt, die bereits vor der Spaltung der 
Organismenwelt in die Domänen Bakteria 
und Eurkarya existiert haben könnten.
Durch Vergleich der Sequenz des kürz-
lich entschlüsselten Genoms des Gram-
positiven Aktinobakteriums Rhodococcus 
opacus 1CP, das die Fähigkeit besitzt, auf 
kontaminierten Böden zu leben, mit Pro-
teinsequenzen aus der NCBI Datenbank 
wurden zwei Farbstoff abbauende Peroxi-
dasen (DypA und DypB) entdeckt. Die Stu-
die zeigt die Effizienz der Produktion der 
häm-haltigen Enzyme DypA und DypB in 
einem E. coli-basierten Expressionssystem 
bei Zufütterung von Hämin. Mit Hilfe der 
Nickel-Chelat-Affinitätschromatografie 
wurde nun eine Ein-Schritt-Reinigungs-
methode etabliert, die es erlaubt, diese 
Enzyme mit hohen spezifischen Aktivi-
täten in reiner Form darzustellen. Die 
biochemische Charakterisierung dieser 
rekombinanten, globulären Enzyme ergab, 
dass diese über lange Zeit stabil sind. 
Ergebnisse
Beide Enzyme katalysieren nicht
nur die Umsetzung von ABTS (2,2’-Azi-
no-bis[3-ethylbenzthiazolin-6-Sulfonsäu-
re]), das ein typisches Substrat für Per-
oxidasen im Allgemeinen ist, sondern 
entfärbten auch Farbstoffe verschiedener 
Farbstoffklassen, darunter den Anthra-
chinonfarbstoff Reactive Blue 5 (RB5), 
vgl. Abb. 1), den Azofarbstoff Reactive 
Black 5 und – im Fall von DypA – den 
polymeren Anthrachinonfarbstoff Poly 
R-478, dessen Abbau bisher durch kein 
anderes Enzym bewerkstelligt werden 
konnte. 
Die Untersuchungen zeigten, dass 
DypA den Abbau von RB5 gegenüber 
dem von ABTS bevorzugt, bei DypB ist 
die Relation umgekehrt. Im Allgemeinen 
besitzen Dyps der Klassen A und B viel 
niedrigere Peroxidaseaktivitäten als die 
der Klassen C und D (etwa 1000-fach nied-
rigere). Jedoch ergaben unsere kinetischen 
Studien, dass diese Enzyme vergleichbare 
bzw. nicht um mehr als zwei Größenord-
nungen kleinere Aktivitäten entwickeln. 
Darüber hinaus waren beide Enzyme er-
staunlich tolerant gegenüber einer hohen 
H2O2-Konzentration. 
Fazit
Damit verkörpern rekombinantes DypA 
und DypB aus Rhodococcus opacus 1CP 
ein enormes Potenzial für biotechnolo-
gische Anwendungen und interessante 
enzymatische Systeme, insbesondere für 
den Abbau toxischer Farbstoffe, beispiels-
weise in industriellen Abwässern, nicht 
zuletzt auch der Textilindustrie.
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Schematische Darstellung des Farbstoffabbaus durch Farbstoff abbauende Peroxidasen aus Rhodococcus 
opacus 1CP
